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Ozet

Fasulye pas hastaligi tim diinyada fasulye tretiminde sorun olusturan 6nemli fungal hastaliklardan birisidir.
Fasulye pasi ile en etkili ve cevre agisindan en zararsiz miicadele sekli dayanikli gesit islahi ve kullanimidir. Son yillarda
gelistirilen molekiler markorler sayesinde hastaliklara karsi dayanikliik 6nceden belirlenebilmekte ve islah
programlari bu veriler 1s18inda planlanabilmektedir. Bu ¢alismada, Tirkiye’de yaygin olarak yetistiriciligi yapilan 43
tescilli fasulye ¢esidinin pas hastaligina dayaniklilik durumlari SCAR markorleri ile incelenmistir. Dayanikhlikla ilgili 4
farkh markor (SA14, SI119, SBC6, AE19) yardimiyla yapilan PCR c¢alismalari bazi gesitlerin pas hastaligina karsi
dayaniklilik saglayan genlere sahip olduklarini ortaya g¢ikarmistir. Elde edilen tarama sonuglarinin mevcut gesitlerin
dayaniklilik durumlarini ortaya koymasinin yani sira, pas ile ilgili yapilacak molekiler destekli dayaniklilik islahi
calismalarinin temelini olusturacagi 6n gorilmektedir.

Anahtar kelimeler: Pas, Uromyces appendiculatus, dayanikhlik, markor destekli seleksiyon.

Determination of the Resistance to the Bean Rust (Uromyces appendiculatus) in Registered
Bean Varieties by Using SCAR Markers

Abstract

Bean rust disease is one of the most important fungal diseases of limiting the yields of common bean all over
the world. The most effective and the most harmless methods against the bean rust pathogen are breeding and use
of the resistant varieties. Resistance to diseases can be previously determined in breeding programs with the critical
data obtained from molecular markers developed in recent years. In this study, resistance against bean rust was
investigated by SCAR markers in 43 registered bean varieties, which is widely cultivated in Turkey. As a result, PCR
studies performed with 4 different markers (SA14, SI19, SBC6, AE19) which characterize the genes related to
resistance revealed that some varieties have the genes linked to the resistance. In addition to revealing the current
status of the registered varieties, the results of the study are expected to support new breeding programs.

Key words: Bean rust, Uromyces appendiculatus, resistance, marker-assisted selection.

Giris sartlarin patojen lehine seyrettigi donemlerde hastalik
Uromyces appendiculatus (Pers.) Unger. onemli kayiplara yol agan epidemilere neden
fungusunun neden oldugu pas hastaligi fasulye olabilmektedir. U. appendiculatus, paslarin bes

Uretimini sinirlandiran en 6nemli fungal hastaliklar
arasinda yer almaktadir. Uygun konukgunun varlgi ve

doénemi iceren ve ara konukgusu olmayan bir hayat
donglsine sahip iken bitki Gzerinde genellikle hastalik
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etmeninin  Uredosporlar ve teliosporlari goze
¢arpmaktadir. Pas etmeni Uretim alaninda bitki
artiklari Gzerinde istirahat asamasi (kislama) gorevi
gormekte olan teliosporlar ile kisi gegirmektedir (Beije
ve ark. 1984). Ancak, etmen kisin sert olmadig
bolgelerde Uredospor olarak da yasam c¢emberini
tamamlayabilmektedir. Cok diisiik diizeyde béceklerle
veya insan faktéri ile yayilabilmekle birlikte,
enfeksiyon bitkiden bitkiye cogunlukla Gredosporlar
tarafindan yayilmaktadir. Etmenin uzun mesafelere
taginmasi bluyik  olglde ruzgarla  dagilan
redopsorlardan kaynaklanmaktadir. Uredosporlar,
yiksek bagil nem ve yaprak ylizeyinde bulunan en az
6-8 saat islaklik kosullarinda 17 °C ve 23 °C arasindaki
sicakhklarda ¢imlenmekte olup, hastalik olusumu
gecelerin nemli, ginlerin kuru ve ik oldugu
bolgelerde maksimuma ulagmaktadir (Imhoff ve ark.
1982; Boudreau ve Mundt 1992). Hastaligin gelisimi,
inokulum konsantrasyonunun yani sira fotosentetik
aktivite ve topraktaki bitki besin elementlerinin varlig
gibi konukcu faktorleri ile yakindan ilgilidir (Agrios
1997).

Hastaligin diinyanin gesitli bolgelerinde (Cin,
USA, Avrupa, Etiyopya, Kenya, Giney Afrika,
Tanzanya) epidemi yaptigi rapor edilmistir (Souza ve
ark. 2008). Brezilya’nin gineyinde siklikla epidemi
yapmakta ve bolgede ciddi verim kayiplarina yol
acabilmektedir (Souza ve ark. 2005). Ulkemizde kuru
ve taze fasulye c¢esitlerinde %18-100'e varan
oranlarda verim kaybina neden oldugu bildirilmistir
(Altikardesler ve Arslan 2007).

Fasulye pasi ile en etkili ve gevre agisindan en
zararsiz miicadele sekli dayanikh cesit islahi ve
kullanimidir. Ozellikle epidemi tehlikesi yiiksek olan
bazi cografyalarda dayanikli ¢esit kullaniminin énemi
daha da 6n plana ¢ikmaktadir (Mmbaga ve ark. 1996).
Bununla birlikte, pas etmeninin yiksek patojenik ve
genetik cesitliligi, mutlak dayanikli ve tolerant
cesitlerin islahini zorlastirmaktadir. Bu zorluk, bir yilda
birden fazla fasulye yetistirme periyodunun yasandigi
tropik bolgelerde uygun sicaklik ve yeterli nemin de
etkisiyle artis gosterebilmektedir (Acevedo ve ark.
2013). Fasulye genomunda, pas etmeninin farkh
patotiplerine karsi dayaniklilkla ilgili bircok gen
tanimlanmistir. Bu genler arasinda Ur-3, Ur-4, Ur-5,
Ur-6, Ur-7, Ur-9 / Ur-12, Ur-11, Ur-13, Ur-Ouro Negro
ve Ur-Resisto yer almaktadir (Liebenberg ve ark.
2006). Bazi fasulye cesitlerinde dayaniklilikla ilgili
farkli lokuslarin da varhigi anlasilmakla birlikte tam
olarak karakterize edilememistir (Liebenberg ve ark.
2006). Fasulye pas etmeninin patotiplerine veya
fizyolojik 1irklara karsi bircok dayaniklilik kaynagi
mevcut olmakla birlikte, bu kaynaklarin higbiri tim
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irklara karsi dayaniklihk saglamadig cesitli arastiricilar
tarafindan bildirilmistir (Stavely ve ark. 1994a; Stavely
ve ark. 1994b; Stedman ve ark. 2002; Paster Corrales
2003; Park ve ark. 2004).

Altikardesler ve Arslan (2007), Bursa ilinden
2004 vyilinda topladiklari pas izolatlarini kontrolll
kosullarda bazi fasulye cesitlerine inokule ederek,
cesitlerin  reaksiyonlarini  simptomatolojik olarak
kaydetmisler ve cesitleri bagisik, yuksek ve orta
derece dayanikli ve duyarli olarak siniflandirip, sadece
Alman Ayse cesidinin dayanikh diger cesitlerin duyarl
oldugu belirlemislerdir. Markor destekli seleksiyon
yardimi ile dayaniklilik genlerinin tespiti ¢alismalari
patojen inokulasyonuna gerek kalmaksizin bitkilerde
so6z konusu genlerin varliginin belirlenebilmesine
imkan sagladig icin glinUmuzde yogun olarak kullanim
alani bulan bir yontemdir. Bu galismada Tirkiye'de
yaygin olarak vyetistiriciligi yapilan 43 tescilli fasulye
cesidinin  pas hastaligina dayaniklihk durumlari
“sekansi karakterize edilmis ¢ogaltilmis boélgeler”
(Sequence Characterized Amplified Regions = SCAR)
markorleri ile incelenmistir. Elde edilen sonuglarin
ileride fasulyede yapilacak olan dayanikhlik 1slahi
calismalarina destek olacagi dusiinilmektedir.

Materyal ve Yontem

Arastirmada 43 tescilli fasulye c¢esidi ile
Amerika  Birlesik  Devletleri Tarim  Bakanligi
(USDA)’dan temin edilen 4 referans fasulye genotipi
materyal olarak kullanilmistir (Cizelge 1). Tim fasulye
genotipleri 23 °C sicaklik ve 14/10 saatlik 151k periyodu
iceren  kontrolli  bitki yetistirme odalarinda
yetistirilmistir. Bu amagla %1’lik NaClO soliisyonunda
1 dakika siireyle ylizeysel dezenfeksiyona tabi tutulan
tohumlar toprak, kum, gibre karisimi iceren (1:1:1
v/v) 16 cm c¢apindaki saksilara ekilmistir. DNA
izolasyonu icin 10 ginlik fidelerden alinan yaprak
dokulari kullaniimis olup, izolasyon GenelET Plant
Genomic DNA Purification Kit (Thermo Scientific, USA)
kullanilarak gergeklestirilmistir. Elde edilen DNA’lar
bir DS-11 spektrofotometre (Denovix, USA) yardimiyla
10 ng/puL konsantrasyonda ayarlanarak -20 °C’ de
saklanmistir. Her bir fasulye genotipi fasulye pasi ile
iliskili oldugu bildirilen genlerle iliskili molekiler
markorler kullanilarak taranmistir (Cizelge 2).

PCR amplifikasyonlari 0.2 mM dNTPs, 0.3 uM
primer, 1.5 mM MgClz, 1 x PCR buffer, 10-20 ng DNA,
1 U Tag DNA polimeraz (EP0402: Thermo Scientific,
USA) iceren 25 pl’ lik hacimlerde bir T100 thermal
cycler (Bio-Rad, USA) icerisinde gerceklestirilmistir.
Amplifikasyon kosullari ilgili literatirlerde
belirtilenlere uygun olarak gergeklestirilmistir (Cizelge
2). Elde edilen PCR drinleri %1.4°lik agaroz jelde 100
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V’'da 90 dk siireyle kosturulmus ve bir G: Box F3 Jel
goriintileme sisteminde (Syngene, UK)
gorintulenmistir.  Beklenilen ~ PCR  urlnlerinin

1=Var” seklinde skorlanmistir. Elde edilen tim
degerler JMP 14.1.0 istatistik programinda (SAS
Institute Inc., Cary, NC, USA) kimeleme (Cluster)

buyuklikleri 100 bp DNA ladder kullanilarak tespit analizine  tabi  tutulmus ve renk haritasi
edilmistir. olusturulmustur.
Arastirmada, genotiplerin SA14 ve SI19
markorlerinden elde edilen jel gorintileri “O=Yok
Cizelge 1. Calismada kullanilan tescilli fasulye cesitleri
No Cesit adi Tipi* No Cesit adi Tipi No Cesit adi Tipii
1  Zulbiye KF 16 Batall KF 31 Cihan KF
2  Remi TF 17 Goksun KF 32  Bulduk KF
3 Ozdemir KF 18 Mecidiye KF 33 40 Ginlik TF
4  Kantar-05 KF 19 4F-89 Fransiz TF 34 Bourgondia TF
5 Sazova 1949 TF 20 Bona TF 35 Karabacak TF
6 Gina TF 21 Romano 26 TF 36 Akin KF
7  Karacasehir 90 KF 22  Klas TF 37 Akman 98 KF
8 Alman Ayse-4 TF 23 GOyniik 98 KF 38 Terzibaba KF
9 Zirve KF 24  GuUngor KF 39 Onceler98 KF
10 Isikh TF 25 Elkoca-05 KF 40 Berrak KF
11  Askiz TF 26 Sembol TF 41 Yakutiye 98 KF
12 Mina TF 27 Aras 98 KF 42  Akdag KF
13 Sarikiz TF 28 Nina TF 43  Arslan KF
14 Helda TF 29 Sururbey KF
15 Albeni TF 30 Sdlun TF
*KF Kuru Fasulye, TF Taze Fasulye.
Cizelge 2. Calismada kullanilan SCAR markarleri
Primer f-ien . PCR Kosullari Referans
adi bolgesi
94 °C5 dk; 94 °C 60 sn, 55 °C 60 sn, 72 °C 90 . .
SA14 Ur-4 sn 35 déngil ve 72 °C 5 dk Miklas ve ark., 2002, Meine ve ark. 2004.
94 °C de 3 dk, 94 °C 1 dk, 50 °C 1.5 dk,72 °C
SI19 Ur-5 1.5 dk, 35 dongi 72 C 7 dk Souza ve ark. 2007.
95 °C 2 dk; 94 °C 30 sn, 59 °C 60 sn, 72 °C 2 .
SBC6 Ur-6 dk 30 dongii ve 72 °C 5 dk Miklas ve ark. 2002, Park ve ark. 2004.
AE19 Ur-11 94 °C5dk;94°C15sn,58°C60sn,72°C90 Miklas ve ark. 2002, Alzate-Marin ve ark.

sn 35 dongilive 72 °C 5 dk

2003, Queiroz ve ark. 2004.

Cizelge 3. Calismada kullanilan USDA’dan elde edilen
ayirici set genotipleri

Genotip Gen Havuzu*
Perry Marrow A
Cornell 49242 MA

TO MA
Ouro Negro MA

*MA= Orta Amerikan gen havuzu; A= Andean gen
havuzu.
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Bulgular ve Tartisma

Uromyces appendiculatus’un neden oldugu
pas hastaligina karsi fasulye genotiplerinde
dayanikhlik saglayan genlerin molekiler markorler
yvardimiyla belirlenebilmesi icin yapilan ¢alismada 43
fasulye cesidi ve 4 yurt disi kaynakh genotipten DNA
izolasyonu  gergeklestirilmis ve bu bitkilerde
dayaniklilik genlerin varligi 4 farkli SCAR markori ile
incelenmistir. Yapilan PCR ¢alismalari sonucunda SBC6
ve AE19 primerlerinden herhangi amplifike Griin elde
edilememis iken SA14 (1079/800 bp) ve SI19 (460 bp)
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primerlerinden elde edilen jel gorintileri
skorlanmistir (1:Var, 0:Yok). Skorlama sonucunda elde
edilen degerler kiimeleme analizine tabi tutulmus ve
renk haritasi  belirlenmistir. Renk haritasinda
dayaniklihk  geni  iceren  genotipler  kirmizi,
icermeyenler mavi renk ile kodlanmistir (Sekil 2).
Yapilan kimeleme analizi sonucunda genotiplerin
dayaniklilik genleri bakimindan iki ana gruba (Grup A
ve Grup B) ayrildigi goérilmektedir. A grubu
icerisindeki 27 ¢esit ile Perry Marrow ve TO
genotiplerinin Ur-4 genlerini tasidigl ve bu gruptaki
genotiplerin  Ur-5 genine ise sahip olmadigi

belirlenmistir. Calisma, beklenen bant buydkluga
yoniyle Miene ve ark. (2004) ile benzer sonuglar

|

pva3 |

! Perry Marrow |
TO

Cornell 49242 §
Ouro Negro |

!

gostermistir. Miene ve ark. (2004) ‘e gére 1079 bp
giftinde bant profiline sahip genotiplerin Ur-4 genini
bilinyelerinde bulundurdugu degerlendirilirken
yaklasik 800 bp amplifkasyon elde edilen genotiplerin
Ur-4 geninden yoksun oldugu kabul edilmistir (Sekil 1).
Altikardesler ve Arslan (2007) tarafindan dayanikh
olarak rapor edilmis olan Alman Ayse c¢esidi,
gerceklestirilen  bu  g¢alismada Ur-4  genini
icermediginden dolayr hastalifa hassas olarak
karakterize edilmistir. Bu durum markor destekli
seleksiyon ¢alismalarinda kullanilan SCAR
markorlerinin  dayanikhhkla ilgili lokuslara belirli
oranda baglantili olmasi ile agiklanabilir.

Perry Marrow
T0
Cornell 49242

Ouro Negro

PV39
PV40
PV4l1
pv42
PV43

Sekil 1. SA14 (1079/800 bp) markér ile elde edilen jel gérintist (Sekil 1A,1B), SI19 (460 bp) markori ile elde edilen

jel gorantusa (Sekil 1C).

Markorler  yardimiyla  yapilan  genotipik
karakterizasyonlar, cesitlerin hastaliga dayaniklihk
derecelerinin  klasik patojenisite ¢alismalari ile
kuvvetlendirilecektir  (Miklas 2002). Grup B
incelendiginde kendi icerisinde B1 ve B2 olarak iki alt
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gruba ayrildig1 goérilmektedir (Sekil 2). B1 alt grubu
kendi icerisinde B1.1 ve B1.2 olarak iki alt grubu
ayrildigi ve renk haritasinda da gorildigu Gzere
B1.1’de yer alan Ozdemir ve Sarikiz gesitlerinin Ur-4 ve
Ur-5 dayanikhlik genlerini icerdigi belirlenmistir. B1.2
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alt grubunun igerisinde yer alan Kantar-05, Goksun,
Akman-98, Berrak, Aslan ve Cornell 49242'nin ise
sadece Ur-5 genini bulundurmasindan dolayr ayni
grupta kiimelendigi saptanmistir. Kimeleme analizi
sonucunda Karacasehir-90, Alman Ayse, Zirve, Helda,
Batalli, Mecidiye, Glingdr, Bourgoundia, Terzibaba ve
Ouro Negro genotiplerinin Ur-4 ve Ur-5 dayanikhlik
genlerine sahip olmadigl saptanmistir. Calismada
kullanilan SI19 markért Ur-5 lokusu igin elde edilen
amplikon blyiikliglu yonuyle Souza ve ark. (2007) ile
benzer sonuglar sergilemistir. Miklas (2002), Ur-4 ve
Ur-5 genlerinin Ur-11 igerisinde yer alan bir lokus
Gizerinde konumlandigini bildirmistir (Miklas 2002).
Dayanikhhkla ilgili oldugu bilinen Ur-11 geninin
karakterizasyonu Uzerinde  c¢esitli  g¢alismalar
yapilmistir (Beaver ve Macchiavelli 2002; Pastor
Corrales 2002; Pastor-Corrales ve Stavely 2002).

Yapilan molekiler tarama sonucunda Ur-4 + Ur-5
geninin varlig sadece Sarikiz ve Ozdemir cesitlerinde
tespit edilmistir. S6z konusu iki genin varhg
bakimindan Sarikiz ve Ozdemir cesitlerinin pas
hastaligina diger cesitlere nazaran daha dayanikh
olmasi beklenmekte ise de bu durumun patojenisite
calismalari ile dogrulanmasi ve fenotipik olarak da
karakterize edilmesi gerekmektedir. Ayrica Ur-5 geni
iceren ancak Ur-4 geninden yoksun olan Kantar-05,
Goksun, Akman 98, Berrak ve Arslan gesitlerinin de
hastaliga karsi reaksiyonlarinin degerlendirilmesi bu
genlerin fonksiyonlarinin anlagiimasi  bakimindan
onemlidir. Kimeleme analizi ile elde edilen sonuglar,
genotiplerin ~ dayanikliik  genlerini  icermeleri
yoniinden anlamli bir sekilde gruplandigini, dolayisiyla
ileride yapilacak islah galismalarinda bu gruplardan
basariyla faydalanilabilecegini gostermektedir.

sI9

-
—
<L
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l Renk Haritasi l

Pﬂ

Yok Var
A
Bl1.1
Bl
B1.2 B
B
B2
e

/

Sekil 2. Genotiplerin SA14 ve SI19 markérlerine gore kiimeleme analizi ve renk haritasi.

414



Tirk Tarim ve Doga Bilimleri Dergisi 6(3): 410-416, 2019

Sonug ve Oneriler

SCAR markdrleri ile yapilan tarama neticesinde
43 tescilli gesit arasindan 6nemli bir kisminin pas
hastaligina dayanikhhk ile iliskili olan Ur-4 ve Ur-5
genlerine sahip olduklari belirlenmistir. Fasulye pasi
hastaliginin ilkemizde uygun kosullar altinda epidemi
yaptigl bilinmektedir. Dinyada oldugu gibi tlkemizde
de hastalikla miicadelede dayanikli veya tolerant
cesitlerin kullanimi onerilmektedir. Calisma
sonucunda Sarikiz ve Ozdemir cesidinin dayaniklilikla
iliskili her iki geni de blnyesinde bulundurmasi
sebebiyle hastaliga dayanikli olmasi 6n gorilmektedir.
Sonug¢ olarak, markorler kullanilarak dayanikhilik
genlerinin  varhigr noktasinda karakterize edilen
cesitlerin klasik patojenisite sonucu elde edilecek
fenotipik gozlemler ile dayanikhhik durumlarinin
dogrulanmasi 6nerilmektedir.
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